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Abstract 
 
Biofilm (BF) is a unique habitat for bacteria, and reveal a tolerance to many kinds of 
drugs. Staphylococcus aureus forms BF in necrotic tissue and/or on indwelling 
medical devices. Due to the difficulties in eradicating BF, more effective bactericidal 
drugs are necessary. In this study, we examined the effect of silver sulphadiazine on 
BF. A clinically isolated MRSA strain, great BF former, was used. BF on a plastic chip 
were prepared by incubation of bacteria at 37℃ for 18 and 36 hours, namely BF18H 
and BF36H, respectively. Bacteria in planktonic (PK) and BF were incubated in 
media containing serially diluted silver sulphadiazine (AgSD), AgNO3 (Ag), or 
sulphadiazine (SD), and the minimum inhibitory concentration (MIC), minimum 
bactericidal concentration (MBC), and minimum biofilm eradicating concentration 
(MBEC) were analyzed. The AgSD-MIC against PK, BF18H, and BF36H were the 
same level (125 g/mL), although MBC level increased in BFs compared to PK, and, in 
MBEC, a further increment was detected in BF36H. When comparing AgSD with Ag 
and SD, the same levels of MIC were found in AgSD and Ag, however SD did not 
  
induce growth inhibition in any concentrations. Whereas, Ag itself induced higher 
MBC and MBEC levels than AgSD. Microscopically, AgSD alone accumulated on the 
BF. In a wound infection mouse model, bacterial colonies formed on the wound surface 
were effectively eliminated by AgSD, but tissue damage was minimal. In conclusion, 
the present results show that in accordance with BF maturation, drug resistance 
property increases. AgSD, as a complex of Ag and SD, accumulates on BF formed by 
MRSA, and manifests eradicative property. AgSD may be thus a pharmacologically 
effective bactericidal drug for eradication of BF in wounds. 
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検討した。PK、BF18H、BF36H ともに AgSDの MICは同じだったが（125 g/mL）、MBCは
PKに比べ BF群で増加し、MBECは BF36Hでさらに増加していた。AgSDと Agおよび SDを
比較すると、MICは AgSDと Agでは同濃度だったが、SDは最大濃度でも抑制効果はなかっ
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バイオフィルム形成能が高い臨床分離 MRSA 菌株（OJ-1）27)を用い、Triptic soy ager（日
本ベクトン・ディッキンソン株式会社、東京）で 37℃、24 時間培養後、増殖したコロニ
ー1個を採取し、10 mLの Triptic soy broth（TSB）（日本ベクトン・ディッキンソン株式
会社）を入れた試験管（型番 60.9922.936：ザルスタット株式会社、東京）内で分散し、







を 1000倍希釈したものに、1x1 cmのマス目をプリントした 1x9 cmの OHPシートを入れ、
37℃で 18 時間および 36 時間培養し、シート上に形成させたバイオフィルムをそれぞれ
BF18H および BF36H として用いた。培養後、試験管を氷の中で冷やしながら、0.01M 
phosphate buffer saline（PBS）(pH 7.4)で 3回洗浄後、ハサミで切断し、1x１cmのバイ
  
オフィルムチップとして用いた。バイオフィルム量の定量は、バイオフィルムチップをア
ルコールで脱水後、0.41% crystal violet（CV）染色液でチップを 10分間染色後、15分
間流水洗、残存色素を 30%酢酸溶液で抽出し、その吸光度（λ= 590 nm）を測定した。バ
イオフィルムチップ上の生菌数は、チップ上の菌を超音波処理（SONIFIER 250：日本エマ
ソン株式会社、神奈川）により分散、採取し、10倍希釈法にて系列希釈した菌を寒天培地










（MBEC）を検討した。AgSD、AgNO3、SD の希釈溶液 5 mL を入れた試験管に BF18H または
BF36H のバイオフィルムチップ 1 枚ずつを入れるか、もしくは BF36H と菌数をそろえた浮
遊菌液を入れた。培養は、暗所、37℃、ローテータで培養液を攪拌（120 rpm）しながら 24
時間までの培養を行った。培養直後に各試験管から培養液 20 Lを採取し、寒天培地上に












た。培養後、PBS で 3 回洗浄後に、チップを UV 光に 1 時間照射し、Ag の酸化的黒化を
促進させたものを顕微鏡下で観察した。 
 
マウス感染創への AgSD 投与 
バイオフィルムを伴ったマウス感染創の作成法は Makino 等の方法 27)に従った。























した場合のバイオフィルム内菌密度（CFU/CV）は、BF18H に比べ BF36H で約 1.8 倍に増加
していた。以上から、BF18H と BF36Hは明らかに成熟度の違ったバイオフィルムであった。 
 
AgSDによる増殖抑制効果（MIC） 
AgSD最大濃度 4000 mg/mL から 2倍希釈法で 9系列に加え無添加の培養液に、バイオフィ
ルムチップ（BF18H、BF36H）、および BF36Hと同数の浮遊菌（PK）を入れ、３７℃で培養し
た。培養後の培養液の濁りを菌の増殖性として、吸光度測定を行い、MIC を求めた。AgSD

















同一モル濃度にした AgSD、AgNO3、SD を添加した培養液に BF36H を入れ、培養した。AgSD
と AgNO3の培養液中の浮遊菌の増殖に対する MIC濃度は 35 M（#5）から認められ、両者は
同一濃度だった（図 4A）。その培養液中の生菌の存在を検討すると（MBC）、AgSD群では MIC
に対し 4倍増加しているものの（140 M: #7）、AgNO3群では 8倍増加していた（280 M: 
#8）（図 4B）。さらに、バイオフィルムの殺菌効果（MBEC）を検討すると、AgSD群での殺菌



















































はバイオフィルムで増加し、さらに BF18Hに比べ BF36Hでは MBCと MBECともに増加した
ことから、バイオフィルムの成熟度の増加により薬剤耐性が亢進することが示された。報
告されている黄色ブドウ球菌の浮遊菌に対する MICは 25～50 g/ｍL20)で、今回の結果で
は 35～70 g/ｍLで、ほぼ同程度になっている。今までのバイオフィルムに対する様々
な抗菌薬の効果は、浮遊菌に対し 100～1000倍増加することが知られている 3,8, 34-36)。確
かに、代表的な抗 MRSA薬であるバンコマイシンに対する抵抗性をバイオフィルムチップ
と浮遊菌で比較してみると、1000倍以上の抵抗性の増加を認めた（data not shown）。一
方、AgSDの場合、浮遊菌に比べて BF16Hでは 2倍、BF36Hでも 8倍までの増加しかなく、
AgSDはバイオフィルムが有する薬剤耐性機序を効率よく解除できると考えられた。 
AgSDの殺菌作用の本態は Agであると考えられている 19,30,37)。そこで、AgSDと AgNO3
および SDを比較すると、今回用いた濃度範囲内では、SDには全く抗菌および殺菌作用は






































図 1. バイオフィルムチップの作製 
バイオフィルム形成の MRSA 菌株 OJ-1によりバイオフィルムチップを作製した。18時間
培養によるものを BF18H、36時間培養によるものを BF36Hとした。CV染色後の形態を見
ると、BF36Hでは CV染色陽性の凝集像(矢印)が多く見られた。バイオフィルム量（CV染

























＋（割合として 3/3に菌増殖）、+/-（割合として 2/3 に菌増殖）、-/+（割合として 1/3に













＋（割合として 3/3に菌増殖）、+/-（割合として 2/3 に菌増殖）、-/+（割合として 1/3に





図 5. AgSD、AgNO3、SDのバイオフィルム上への付着 
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